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RESUMEN

Esta investigacion nace de la necesidad de identificar materiales organicos que
reemplacen a la turba, cuya extraccién genera un gran impacto en los ecosistemas e
intensifica los efectos del cambio climatico. EI compost y el biocarbdn surgen como
sustitutos, siempre que cumplan con los requerimientos fisicoquimicos para ser usados en
la elaboracion de sustratos. Se plante6 que el uso de estos materiales organicos en la
elaboracion de sustratos promovia mayor presencia de microorganismos heterotréficos y
de actividades enzimaticas, favoreciendo asi el crecimiento de un cultivo horticola modelo
(Lactuca sativa L.). Para verificar esto, se evaluaron los efectos del uso de distintas
proporciones de dichos materiales, en la presencia de microorganismos heterotréficos y
las actividades enzimaticas de sustratos de uso horticola, para asi establecer la relacion de
estas propiedades bioldgicas con el crecimiento del cultivo modelo previo a su trasplante.
Se determinaron cinco tratamientos (sustratos), con proporciones que fluctuaron de 80%
a 60% de turba y, proporciones variables de compost y biocarbén entre los insumos
organicos, y 20% de insumo inorganico (perlita), establecidos en un disefio
completamente al azar (DCA). De los analisis de las propiedades fisicas, quimicas y
bioldgicas de los sustratos, destacaron los tratamientos donde se disminuy0 la cantidad de
turba a un 70%, con proporciones variables de compost y biocarbén por sobre el
tratamiento control con sélo turba. Estos, promovieron mayor presencia de
microorganismos y actividades enzimaticas, y aunque no de forma significativa, un mayor
crecimiento radical. De esta manera se puede sefialar que, la proporcion cominmente
utilizada de turba en viveros horticolas se puede disminuir hasta en 10%, e incluso utilizar
hasta un 10% de compost y 5% de biocarbén para un éptimo desarrollo del cultivo modelo.
Este estudio destaca la importancia de enfocar la elaboracidén de materiales organicos con

calidad para uso de sustratos en contenedores.

Palabras clave: turba, compost, biocarbdn, caracterizacion, propiedades bioldgicas
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ABSTRACT

This research aims to identify organic materials that replace peat, the extraction of this
organic material generates a great impact on ecosystems and intensifies the effects of
climate change. Compost and biochar emerge as substitutes, as long as they meet the
physico-chemical requirements for use in the production of substrates. The use of organic
materials in the elaboration of substrates promoted greater presence of heterotrophic
microorganisms and enzymatic activities, thus favoring the growth of a model
horticultural crop (Lactuca sativa L.). To verify this, the effects of the use of different
proportions of these materials were evaluated, in the presence of heterotrophic
microorganisms and enzymatic activities of substrates for horticultural use, to establish
the relationship of these biological properties with the growth of the model crop prior to
transplantation. Five treatments (substrates) were determined, with proportions ranging
from 80% to 60% of peat and, variable proportions of compost and biochar among organic
inputs, and 20% inorganic input (perlite), set in a completely random design (CRD). From
the analyses of the physical, chemical, and biological properties of substrates, the
treatments where the amount of peat was reduced to 70%, with variable proportions of
compost and biochar over the treatment control only with peat, stood out. These promoted
greater presence of microorganisms and enzymatic activities, and although not
significantly, a greater radical growth. Hence, the commonly used proportion of peat in
the horticultural nursery industry can be decreased by up to 10%, and even use up to 10%
compost and 5% biochar for optimal development of the model crop. This study highlights
the importance of the quality organic materials production for the use of substrates in

containers.

Keywords: peat, compost, biochar, characterization, biological properties.
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INTRODUCCION

Un sustrato es un material solido, poroso y ligero de origen natural o sintético,
mineral u organico, utilizado para la siembra de semillas o el cultivo de plantas en macetas
0 contenedores (Pastor, 2000). Este material permite el anclaje del sistema radical, el
almacenamiento de agua y aire; y ademas puede intervenir o no en el proceso de nutricion
de la planta (Pastor, 2000). En si, el sustrato, tiene como finalidad generar un buen
crecimiento vegetativo dentro del espacio limitado de un contenedor, con el objetivo de

preparar a la planta para un trasplante exitoso a campo (Alvarado y Solano, 2002).

Dentro de los materiales que se utilizan para la elaboracion de sustratos se
encuentran los de tipo organicos, donde estan los que derivan de un origen natural como
la turba, y aquellos que provienen de un proceso de degradacion aérobica de residuos
organicos como el compost (Pascual et al., 2018) o de un proceso de descomposicion
térmica de material organico (biomasa vegetal) como el biocarbon (Huang y Gu, 2019).
Por otra parte, estan los sustratos de tipo inorganico, de origen natural como arenas y
gravas (Martinez y Roca, 2011), y los tratados como la perlita, vermiculita y piedra pémez
(Soto, 2014). Independiente de su origen, una caracteristica comun de los materiales que
se utilizan para la elaboracion de sustratos es que deben encontrarse disponibles en un
lugar especifico durante todo el afio, ser de tamafio homogéneo, ser quimicamente estables
y estar libre de semillas de malezas, patdgenos, insectos o sustancias toxicas para las
plantas (Ramoa, 2014).

Uno de los principales usos de los sustratos es en la produccion de plantines, como
medio de cultivo, ya sea, en la industria forestal, fruticola, ornamental u horticola (Llorens,
2005). Asimismo, para los productores de la industria horticola, la produccién de plantines
ha sido una forma de proveer las condiciones fisicas, quimicas y bioldgicas que se
necesitan para los cultivos de interés comercial, siendo utilizada como una alternativa de
propagacion que resulta en menores pérdidas al momento de trasplantar, mayores

rendimientos y una opcion mas economica para el productor (Vicencio, 2011).
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La produccion de plantines de la industria horticola tiene como principal sustrato
organico la turba (Sphagnum sp.) (Martinez y Roca, 2011). La turba es una material
extraido de las turberas (un tipo de humedal de zonas de clima frio a frio-templado) que
se considera como un recurso no renovable, debido a su lento proceso de formacion. El
drenaje y la sobreexplotacion de las turberas ocasiona una rapida degradacion de materia
organica y por consiguiente una alta emision del carbono que se encontraba almacenado
en las turberas por décadas, lo que compromete la sostenibilidad de estos ecosistemas e
intensifica los efectos del cambio climéatico (Kern et al., 2017). En Chile, a pesar de que
la turba se utiliza en la industria de sustratos, su produccion se rige bajo el Cédigo de
Mineria, debido a que se considera un fosil, por lo que puede ser explotada como un
recurso minero (Carrere, 2021). EI 100% de la turba nacional tiene como origen la regién
de Magallanes, no obstante, la turba mas utilizada se importa desde Holanda (Cochilco,
2017). Es asi entonces que la busqueda de materiales a nivel local, que puedan suplir o
disminuir el uso de turba u otros sustratos organicos que no se encuentran originalmente
en el pais, y que incluso puedan proveer de beneficios agregados, es de vital importancia
para la industria horticola. En este sentido, son los sustratos elaborados en procesos de
reutilizacion y reciclaje de materiales organicos, una via sostenible en la produccién

horticola.

Entre las alternativas prometedoras en reemplazo del uso de la turba se encuentra
el compost, material heterogéneo que se obtiene por la degradacion parcial de residuos
organicos de diferentes origenes a traves de un proceso de compostaje donde trabajan
microorganismos aerobios. EI compost se reconoce como un material para la elaboracién
de sustratos que mejora las propiedades quimicas, fisicas y biologicas, las que en su
conjunto favorecen el desarrollo de raices y parte aérea de los cultivos. Incluso, se
promueve como un material que provee de microorganismos beneficiosos que favorecen
la disponibilidad de nutrientes para las plantas y que suprimen la presencia de organismos

patogenos (Pascual et al., 2018). Adicionalmente, un estudio realizado por Jayasinghe
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(2012) destaca que la combinacion de turba y compost en sustratos es sinérgica, donde la
turba mejora la aireacion y la retencion de agua, y el compost mejora la nutricion del

sustrato.

Otra alternativa reciente que ha llamado al interés ha sido el uso del biocarb6n
(inglés: biochar), material obtenido a partir de la transformacion termoquimica en
ausencia de oxigeno, como parte de la elaboracion de sustratos en contenedores (LOpez,
2018). Un estudio realizado por Méndez et al. (2017) donde se utiliz6 un biocarbon a
partir de lodos generados en depuradoras, demostr6 que al afiadir un 10% de biocarbon a
una mezcla con turba se mejoro la produccion de biomasa de lechuga (Lactuca sativa L.),
en comparacién a un sustrato de solo turba, debido a que hubo un aumento en las
concentraciones de N, P, Ky de las actividades microbianas. Asimismo, se ha destacado
que la incorporacion de biocarbon en la elaboracion de sustratos influyen en las
propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas de estos (Huang y Gu, 2019). Sin embargo, es
importante que para la elaboracion de biocarbon se considere la naturaleza de la materia
prima original y la temperaturas de produccion, ya que estos factores influyen en las
propiedades fisicas y quimicas de este material en sustratos, por eso es relevante una
caracterizacion inicial antes de su adicion (Huang y Gu, 2019).

De esta manera, este trabajo busca evaluar materiales organicos alternativos a la
turba, donde se destacan el compost y el biocarbén, para la elaboracion de sustratos de
uso horticola. Esto con la intencién de promover la disminucion del uso de este material
y mejorar las propiedades bioldgicas de los sustratos, las que se esperan contribuyan al
crecimiento radical y aéreo de un cultivo horticola modelo (Lactuca sativa L.) previo a su
trasplante. Las propiedades bioldgicas de los sustratos elaborados se evaluaran a partir de
la cuantificacion de las unidades formadoras de colonias de microorganismos
heterotroficos y la determinacion de las actividades enzimaticas, ya que estas permiten
comprender el comportamiento nutricional y los niveles de actividad microbiana en los

sustratos (Ceron y Melgarejo, 2005). En tanto, la eleccion del cultivo se baso en que este
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se adecua a las condiciones climéticas de la zona central del pais, ademas de su rapida
germinacién y posterior desarrollo, permitiendo asi obtener resultados en un corto periodo

de tiempo.

HIPOTESIS

El uso parcial de sustitucién de turba por compost y biocarbédn en la elaboracion
de sustratos promoverd una mayor presencia de microorganismos heterotroficos y de
actividad enzimatica, lo que favorecera el crecimiento radical y aéreo de un cultivo

modelo (Lactuca sativa L.).

OBJETIVO GENERAL

Evaluar los efectos del uso de distintas proporciones de compost y biocarbén en la
presencia de microorganismos heterotroficos y la actividad enzimatica de sustratos de uso
horticola, y posteriormente establecer la relacién de estas propiedades bioldgicas con el
crecimiento aéreo y radical de un cultivo horticola modelo (Lactuca sativa L.) previo a su

trasplante.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Obijetivo 1: Caracterizar las propiedades fisicoquimicas de los sustratos elaborados.

Obijetivo 2: Evaluar las propiedades bioldgicas de los sustratos elaborados.

Objetivo 3: Relacionar las propiedades bioldgicas de los sustratos con el crecimiento

radical y aérea de la planta.
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MATERIALES Y METODOS

Esta investigacion se llevo a cabo en el Laboratorio de Ecologia Microbiana y
Biogeoquimica de Suelos (LEMIBIS) en las dependencias del Campus Colchagua de la
Universidad de O’Higgins, situado en la comuna de San Fernando, 3070000, Ruta 1-50
SIN, Region de O’Higgins.

Elaboracion de sustratos (tratamientos a evaluar)

La elaboracion de los sustratos se realizo a partir de proporciones comunmente
utilizadas en viveros de produccion horticola, estas consideran normalmente una relacién
de 1:4 de material inorgénico (ejemplo, perlita) y organico (ejemplo, turba),
respectivamente (comunicacion personal, Alejandro Rojas, duefio del Huerto Sabor a
Tierra, ubicado en la localidad de Idahue, comuna de Coltauco). Por tanto, el tratamiento
control del estudio (T1) consistid en una proporcion de 20% (en volumen) de perlita
(IMERYS, Protekta) y 80% (en volumen) de turba rubia (KEKKILA, Protekta), para

representar la mezcla que usualmente se utiliza en la produccion de plantines de lechuga

Inicialmente se hizo una seleccidén de materiales disponibles en el comercio para

la elaboracion de sustratos en funcion de sus caracteristicas quimicas (Tabla 1).

Tabla 1. Caracteristicas quimicas de las materias primas posibles a utilizar en la
elaboracion de los sustratos a evaluar en el estudio.

Material organico pH (1:5) CE (dS/m) (1:5) C/N
1 Compost Rosario 8,5 3,3 <20
2 Compost Anasac 8,0 1,9 <25
% Biocarbon Chakrana 9,0 0,8 32,6
“ Biocarbon elaborado 9,1 0,5 -
internamente

1 Compost elaborado a partir de residuos organicos (Rosario Agricultura Sustentable)
2 Compost elaborado a partir de residuos organicos agroindustriales (Anasac Jardin)
3 Biocarbon elaborado a partir de subproductos de la industria de biocarbén (Bioinsumos Chakrana)
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4 Biocarbdn elaborado a partir de residuos forestales (viruta y aserrines de pino) tratados a 550 °C en
condiciones limitadas de oxigeno con tiempos de residencia de 4-5 horas por lote (Elaborado por Jorge
Medina).

A partir de la evaluacion de las caracteristicas quimicas de cada material, se
seleccion6 el compost marca Anasac y el biocarbon elaborado internamente, de acuerdo
con los criterios de pH (5,0 a 6,5), conductividad eléctrica (0,7 a 3,5 dS/m) y relacion C/N
(20 a 40) requeridos para el uso de sustratos (Martinez y Roca, 2011). Posterior a esta
seleccion, se determind la proporcion de compost y biocarbén en a través de pruebas
preliminares quimicas (Martinez y Roca, 2011) y fitotoxicas (Zucconi et al., 1981), para
asegurar que los tratamientos estuvieran en rangos aceptables propiedades quimicas y

libres de fitotoxicos.

En base a estas pruebas preliminares, se determinaron las proporciones de material

organico e inorganico a utilizar en los sustratos a evaluar en este estudio (Tabla 2).

Tabla 2. Composicién de los sustratos evaluados (tratamientos).

Porcentaje de material (%)

Tratamiento

Orgénico Inorgénico

Tl Turba (80) Perlita (20)

T2 Turba (70) Compost Anasac (10) Perlita (20)

T3 Turba (70) Compost Anasac (5)  Biocarbon interno (5) Perlita (20)

T4 Turba (60) Compost Anasac (20) Perlita (20)

T5 Turba (60) Compost Anasac (10) Biocarbon  interno  Perlita (20)
(10)

Todos los tratamientos fueron previamente tamizados con un tamiz de apertura de 19 mm (de acero
inoxidable) para eliminar particulas por sobre el tamafio adecuado para sustratos (rango 6ptimo entre 0,25
y 2,50 mm) (Martinez y Roca, 2011).
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Disefno experimental

El ensayo se establecid en octubre del 2021 bajo un disefio completamente al azar
(DCA), con 5 tratamientos, 3 repeticiones por tratamiento, y 20 unidades experimentales
por repeticién (cada una correspondiente a un alveolo de bandeja de crecimiento) (Figura
1). Las bandejas de crecimiento utilizadas para el experimento fueron de plastico
termoformadas rigidas de 54 cm de largo y 28 cm de ancho, con 128 alvéolos con una

capacidad de contenedor de 21 cm? por alvéolos (cavidades).
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Figura 1. Disefio experimental del estudio consistente en 5 tratamientos (T1 color azul
cielo, T2 color amarillo oro, T3 color verde, T4 color naranjo y T5 color lavanda claro),
3 repeticiones por tratamiento, y 20 unidades experimentales por repeticion (celdas
marcadas en colores). En total se utilizaron 8 bandejas (B1 a B8) para disponer el
experimento.

El 4 de octubre del afio 2021, se comenzo el ensayo mediante la siembra de
semillas de lechuga (variedad Hoja de Roble, marca Las Encina). Se dispuso de 1 semilla
por alvéolo (60 semillas en total por tratamiento), los que fueron regados con 5 mL de
agua destilada, dia por medio. El experimento se mantuvo a temperatura ambiente, con
ventilacion y luz natural indirecta hasta el término de este el 30 de noviembre del 2021,
periodo en el cual la temperatura y la humedad ambiental fue monitoreada con un
termometro-higrometro (HTC-2, GVF, London, Inglaterra). La finalizacién del ensayo se
determind en funcion del estado de crecimiento de las plantas de lechuga, donde se
consider6 como indice de cosecha que todas estas tuvieran de 4 a 5 hojas verdaderas.
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Caracterizacion fisicoquimica de los sustratos

Los analisis fisicoquimicos fueron hechos para los sustratos al inicio del
experimento, es decir antes del llenado de bandejas y de la siembra del cultivo de lechuga,
con excepcién del pH y CE, que fueron medidos al inicio y al término del experimento.

Contenido de agua y masa seca

El contenido de agua y masa seca se determind en triplicado a través de la
metodologia descrita en Sadzawka et al. (2005). Se determind la diferencia entre masa
fresca y seca, expresando los valores sobre muestra fresca. Esta determinacion consistio
primero en masar una alicuota de 10 g de muestra fresca de sustrato, en una balanza de
precision (DH-602, Quimis, Alemania) con una capacidad de 600 g y una exactitud de
0,01 g de precision. Luego, las muestras fueron dispuestas y mantenidas en una estufa de
conveccion forzada (FDS 056, Binder, Arquimed, Tuttlingen, Alemania) por 72 horas a
70°C % 5°C. Una vez transcurrido este tiempo, las muestras fueron retiradas de la estufa

y mantenidas en desecador de plastico previo a la determinacion de la masa seca.

A partir de este procedimiento, se calcularon tanto el contenido de masa seca (0
solidos totales, ST) y de agua (CA), con las siguientes formulas descritas por Sadzawka
et al. (2005):

b
ST (%) =~ * 100

Donde:
ST = Contenido de sélidos totales, en % en base a muestra fresca.
a =masa, en g, de la muestra fresca.

b = masa, en g, de la muestra seca a 70°C + 5°C.
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(a—b)
CA (%) = T * 100

Donde:
CA= contenido de agua en base a muestra fresca.
A =masa, en g, de la muestra fresca.

b = masa, en g, de la muestra seca a 70°C + 5°C.

Distribucion de tamafio o didmetro de particulas

La distribucion de tamafio o didmetro de particulas se determind en triplicado
seglin el método descrito en Sadzawka et al. (2005), con una muestra seca de 250 cm?.
Inicialmente, se determind la masa total de la muestra seca (70°C + 5°C) de volumen
conocido. Luego, la muestra seca fue transferida a una pila de set de tamices de acero
inoxidable, de 8 pulgadas de didmetro y apertura de malla entre 4,75y 0,15 mm (Tabla
3), los tamices fueron apilados de mayor a menor tamario de apertura de malla y dispuestos
en un agitador de tamices (RX-29-10, TYLER, Arquimed, Mentor, Estados Unidos).

Tabla 3. Tamices utilizados en el estudio (con didmetro de apertura de malla).

ISO ASTM
Diametro de apertura de malla Diametro de apertura de malla NUmero

4,75 mm 4,75 mm 4
3,35 mm 3,35 mm 6

2 mm 2 mm 10
1,18 mm 1,18 mm 16
600 pm 600 pm 30
250 um 250 pum 60
150 pm 150 pm 100

La pila de tamices se agito por 1 minuto a 150 golpes por minuto en el agitador de
tamices. Posteriormente, se colectd el material retenido en cada tamiz, representando
distintas fracciones de tamafio de particulas (Tabla 4). Estas fracciones se masaron en una

balanza de precision (DH-602, Quimis, Alemania) para asi calcular el porcentaje de cada
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una de las fracciones, expresado sobre la masa total de muestra seca. El porcentaje de cada

una de las fracciones desde A — E, se calcul6 con la siguiente formula:

(MSF — MB) x 100
MSM

DTP,(%) =

Donde:

DTPx = Distribucion de tamano de particula de “‘x”’ fraccion, en % en base a muestra
Seca.

MSF = masa seca en ‘‘x’’ fraccion, en g.

MB = masa bandeja, en g.

MSM = masa seca muestra total de 250 cm®, en g.

Tabla 4. Fracciones de rangos de tamarfio de apertura de los tamices utilizados.

Fracciones Rangos (mm)
A > 4,75
B 3,35-2
C 1,18-0,6
D 0,25-0,15
E <0,15

Densidad aparente

La densidad aparente (Da) se determiné en triplicado a través de la metodologia
descrita en Sadzawka et al. (2005), utilizando muestras frescas. Se transfirio de forma
seriada un total de 750 cm® de sustrato a un vaso graduado con una capacidad de 1000
cm?®. Primero, se comenzo con una alicuota de 250 cm?, la cual se dejé caer libremente en
el vaso graduado desde una altura de 15 cm, este volumen fue acomodado con golpes
suaves, para luego repetir este procedimiento por una segunda y tercera vez hasta
completar los 750 cm®. Al completar el volumen total, cada muestra fresca se masé y se

registro la masa.
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La muestra fresca de volumen conocido (750 cm?®) fue dispuesta en estufa de
conveccion forzada (FDS 056, Binder, Arquimed, Tuttlingen, Alemania) por 48 horas a

70°C £ 5°C, para asi expresar los resultados en base seca de la siguiente forma:

ST
MS750 = (a —v) *m
MS;5
Da =
= 750

Donde
Da = Densidad Aparente (g/cmq).
MS 750 = masa seca, en g, de 750 cm® de muestra seca a 70°C + 5°C.
a = masa fresca, en g, de 750 cm® de muestra original + vaso graduado de 1000
mL.
V= masa, en g, del vaso graduado de 1000 mL.

ST = sdlidos totales (masa seca), en % en base fresca.

Capacidad de retencién de agua

La Capacidad de Retencion de Agua (CRA) se determind en triplicado a partir de
la metodologia descrita en De la Rosa et al. (2014) y Nocentini et al. (2021). Se tomé una
alicuota de 6 g de sustrato fresco y se colocé sobre un papel filtro de 150 mm (MN 650
MD, MN Macherey-Nagel, HES, Alemania) en un embudo (de polipropileno con 14 cm
de didmetro). Se saturd la muestra con agua destilada, para luego dejar drenar por 3 horas.
Transcurrido este tiempo se masé la muestra saturada junto con el papel filtro de 150 mm
en una balanza de precision (DH-602, Quimis, Alemania). Posteriormente, la muestra
saturada se dejo secar por 72 horas a 70°C = 5°C en una estufa de conveccion forzada (ED
56, Binder, Arquimed, Alemania), se maso la masa seca y se calculd la capacidad de

retencion de agua de la siguiente forma:
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CRA (%) = [(MSA — MS) / MS] * 100
Donde
CRA-= Capacidad de Retencion de Agua, expresada en %.
MSA = masa muestra saturada, en g.

MS= masa muestra seca a 70°C + 5°C, en g.

pH y conductividad eléctrica

El pH y conductividad eléctrica (CE) se determinaron a través de la metodologia
descrita en Sadzawka et al. (2005). Para cada uno de los tratamientos, la determinacién
de pH y CE se realiz6 en triplicado al inicio del estudio y al final de este. Primero, se
obtuvo una solucién a partir de una proporcién de 1:10 (masa: volumen) de sustrato seco
y agua destilada. Para esto se utilizaron 5 g de muestra previamente secada a 70°C + 5°C,
la que se transfirié a un vaso plastico recolector de 100 mL donde posteriormente se
agregaron 50 mL de agua destilada. Para determinar el pH, los vasos recolectores con las
muestras fueron dispuestos en un agitador vortex (SBS100, Select BioProducts, México),
donde fueron agitadas por 1 minuto a méaxima revolucién. Posterior a esto, los vasos se
agitaron manualmente de forma vigorosa tres veces, se destaparon para luego introducir
el electrodo del pHmetro (PL700PV, Gondo, Arquimed, Taiwan) anteriormente calibrado

con los buffers 4,0y 7,0.

La medicion de CE se realizd en las mismas muestras obtenidas para la
determinacion de pH. Para poder realizar el paso de centrifugacion requerido para la
determinacion de CE, y debido a la restriccion del rotor utilizado en la centrifuga (5804
R, Eppendorf, Arquimed), cada muestra se dividié en dos tubos de centrifuga (marca
Biofil) de 50 mL, los que fueron centrifugados a 8000 g por 15 min. A cada muestra se le
extrajo el sobrenadante, el que se deposit6 en otro tubo, donde se midio la CE, utilizando
un conductivimetro (AD300, Adwa, Labtech Spa, Rumania) calibrado con un buffer de

1413 pS/cm. Los valores fueron expresados en dS/m.
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Prueba de fitotoxicidad

Esta prueba se llevo a cabo bajo la metodologia propuesta por Zucconi et al.
(1981), con el objeto de determinar el potencial de inhibicidn de crecimiento por parte de
los sustratos elaborados, previo al montaje del ensayo con plantulas de lechuga (variedad
Hoja de Roble, marca Las Encinas) en bandejas. Para esto se analizé la incidencia sobre

la germinacion de las semillas de lechuga (variedad Hoja de Roble, marca Las Encinas).

Se prepararon tres diluciones, en triplicado, en una proporcion de 1:5 (10 g
sustrato: 50 mL agua destilada), 1:10 (10 g sustrato: 100 mL agua destilada) y 1:15 (10 g
sustrato: 150 mL agua destilada) en vasos recolectores de 100 mL (Varnero et al., 2005).
Debido a que el volumen de extracto de la dilucidn 1:5 no fue suficiente para realizar esta
prueba (por la alta capacidad de retencion de agua de los sustratos) esta dilucion fue
descartada. Las muestras se agitaron en un agitador VVortex (SBS100, Select BioProducts,
México) a maxima revolucion por 1 minuto, luego se dejaron reposar por 30 minutos. Para
poder realizar el paso de centrifugacion requerido para la prueba de fitotoxicidad, y debido
a la restriccion del rotor utilizado en la centrifuga (5804 R, Eppendorf, Arquimed), las
muestras se dividieron en dos tubos de centrifuga (marca Biofil) de 50 mL, para luego
centrifugarlas por 15 minutos a 3.000 r.p.m. y finalmente filtrar utilizando papel filtro de
150 mm (MN 650 MD, MN Macherey-Nagel, HES, Alemania) para obtener los distintos

extractos.

De cada extracto, en triplicado, se utilizaron 10 mL, los que fueron dispensados en
placas de Petri (poliestireno, diametro 90 x15 mm) con papel filtro de 150 mm (MN 650
MD, MN Macherey-Nagel, HES, Alemania) en su fondo, sobre el cual se dispusieron 10
semillas de lechuga. Luego, las placas de Petri se cubrieron con papel aluminio y se
mantuvieron a temperatura ambiente (20°C + 5°C) por 72 horas. El indice de germinacion
(IG) se obtuvo considerando la germinacion de semillas y el largo de radicula en cada

extracto y en agua destilada (testigo), parametros que se compararon de la siguiente forma:
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N° de semillas germinadas en el extracto
PGR = _ _ —* 100
N° de semillas germinadas en el testigo

Elongacion de radiculas en el extracto
CRR = — - —* 100
Elongaci6n de radiculas en el testigo

- PGR * CRR
N 100

Donde:
PGR = Porcentaje de Germinacion Relativo, en %.
CRR= Crecimiento de Radicula Relativo, en %.

IG= indice de Germinacién, en %.

Evaluacién de las propiedades biol6gicas de sustratos

Los andlisis bioldgicos fueron hechos para los sustratos al término del ensayo, es
decir una vez cosechadas las plantas de lechuga con 4 a 5 hojas verdaderas. Del total de
60 plantas por tratamiento (20 plantas por réplica) se seleccionaron 45 plantines, nimero
resultante de la seleccion de 15 plantines por réplica. Este numero correspondi6 a la
sobrevivencia minima alcanzada por réplica al término del ensayo, que en este caso

correspondid a una de las repeticiones del Tratamiento 2 y 4 (Apéndice, Tabla 1).

Para los analisis bioldgicos, se obtuvo una muestra compuesta de sustrato por
réplica para cada tratamiento (n=3). Esto se realiz6 sacudiendo manualmente cada uno de
los 15 plantines por réplica (Figura 2), para obtener el sustrato adherido a sus raices, el

que se colectd y homogeneiz6 en una bolsa de plastico.
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Figura 2. Plantines de lechuga (variedad Hoja de Roble) con 4 a 5 hojas verdaderas
cosechados al término del ensayo (30 de noviembre del 2021). T1R1 (80%T, 20%P),
T2R1 (70%T,10%C, 20%P), T3R11 (70%T, 5%C, 5%B, 20%P), T4R1 (60%T, 20%C,
20%P) y T5R1 (60%T, 10%C, 10%B, 20%P). Donde T es turba, P es perlita, C es compost
y B es biocarbén.

Cuantificacién de Unidades Formadoras de Colonias (UFCs) de microorganismos
heterotroficos aerdbicos cultivables

La cuantificacion de las unidades formadoras de colonias (UFCs) se determind a
través de la metodologia descrita en Bruns (2008) y Maier et al. (2009) utilizando
muestras frescas y en paralelo se determind la masa seca de esta para expresar los
resultados de esta cuantificacion en base seca. La determinacion de las UFCs se llevo a

cabo por medio de la obtencion de diluciones seriadas dispuestas en triplicado en placas
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de Petri (poliestireno, diametro 90 x15 mm). La primera dilucion (10) se obtuvo con 3 g
de muestra fresca y 27 mL de solucion de peptona (Bacto, BD, Francia) al 0.1% en un
tubo de centrifuga de plastico de 50 mL, el que se agité a maxima revolucion por 30 s en
un vortex (Genie 2, Scientific Industries, Nueva York, Estados Unidos) y luego
vigorosamente de forma manual 25 veces. Luego, se dejo decantar la fraccion sélida y se
tomd 1 mL de la suspension y se transfiri6 a un nuevo tubo con 9 mL de solucion de
peptona al 0.1% para obtener la dilucion 102, el mismo procedimiento se realizd hasta
alcanzar la dilucion 102y 10, Las diluciones 10y 10 fueron utilizadas para cultivo en
placas de Petri (poliestireno, didmetro 90 x15 mm) con agar R2A (Difco, BD, Francia),
utilizando 0,1 mL de cada dilucién. Las placas se mantuvieron en una incubadora (KT115,
Binder, Arquimed, Tuttlingen, Alemania) por 48 horas a 25°C. Al cabo de este tiempo,
las placas que contenian entre 30 y 300 UFCs, que en este caso correspondieron a las que
provenian de la dilucion 107 fueron utilizadas para la cuantificacion. Esta se realizé con
ayuda de un contador de colonias (LTECH Chile, Barcelona, Espafa), y fue expresada en

masa seca de sustrato de la siguiente forma:

(Promedio del nimero de colonias observadas) * (Factor de dilucion)

UFCs =
Masa seca sustrato

Donde:

UFCs se expresa en UFC por gramo de sustrato seco.

Actividad enzimética de la B-glucosidasa

La actividad enzimatica de la -glucosidasa se determind a partir de la metodologia
descrita por Alef y Nannipieri (1995), donde previamente se definié la masa seca de la
muestra. Se peso 1 g de sustrato fresco y se transfirié a un tubo de centrifuga de 15 mL,
por triplicado, dejando 2 tubos de muestray 1 blanco (control). Se le afiadié 4 mL de BUM
(Buffer universal modificado, MUB por sus siglas en inglés) a pH 6 y 1 mL de sustrato p-
nitrofenil — B-D-glucopiranosido (25 mM, pNFG) a los tubos, dejando el tubo en blanco

sin sustrato. Luego, los tubos se taparon y fueron agitados manualmente para mezclar bien
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el contenido, se dejaron en un bafio con agitacién (LabTech, MundoLab) a 37°C por 1
hora entre 50 a 70 r.p.m. Pasado este tiempo, se afiadié 1 mL de solucién 0,5 M de cloruro
de sodio (CaClz) y 4 mL de solucion de buffer pH 12 THAM 0,15 M a los tubos, afiadiendo
1 mL de sustrato p-NF s6lo a los tubos blancos. Se agitaron los tubos manualmente, luego
se dispusieron en una centrifuga (5804 R, Eppendorf, Arquimed) donde se centrifugaron
a 3500 r.p.m. por 10 min y se filtraron en viales de 20 mL utilizando papel filtro de 150
mm (MN 650 MD, MN Macherey-Nagel, HES, Alemania). Posteriormente, el
sobrenadante generado se transfirié a una cubeta de espectrofotometro (EPOCH2NSC,
BIOTECK, GrupoBios, Winooski, Estados Unidos) donde se midio la absorbancia a una

longitud de onda de 420 nm contra el blanco de la curva de calibracion.

La curva de calibracion se preparé con p-nitrofenol (p-NF, CsHsNO3) a
concentraciones de 20, 40, 60, 80 y 100 pg p-NF. Para ello, se tomaron 1, 2, 3,4y 5 mL
de una solucién trabajo de 20 pg p-NF/mL en viales, completando el volumen a 5 mL al
agregar 4, 3, 2, 1, 0 mL de agua destilada a cada vial siguiendo el orden inicial.
Posteriormente, se afiadié 1 mL de cloruro de calcio (CaCl,) y 4 mL de buffer pH 12

THAM 0,15 M. La actividad de esta enzima se calculd de la siguiente forma:

(Muestra — Control)
MS = t x FD

Actividad de la f — glucosidasa =

Donde:
FD= Factor de dilucion.
Control= Blanco
MS= Masa seca de la muestra, en g.

t= Tiempo de incubacién, 1 h.

Finalmente, la actividad enzimatica de B-glucosidasa se expresaron en g de pNF

liberado por gramo de sustrato seco por hora (g pNF * g sustrato seco® * hl),
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Actividad enzimatica de la ureasa

La actividad enzimatica de la enzima ureasa se determind a partir de la
metodologia descrita por Kandeler y Geber (1988), utilizando muestras frescas y en
paralelo se determind la masa seca de ésta para expresar los resultados de actividad
enzimatica en base seca. Se pesdé 1 g de sustrato fresco y se transfirié a un tubo de
centrifuga de 15 mL, por duplicado (2 tubos para muestras, cada uno con 1 g) mas un
blanco. A cada muestra se le afiadié 0,5 mL de solucion de urea, mientras que al blanco
se le afiadi6 0,5 mL de agua destilada. Los tubos se agitaron levemente y después se
dejaron en una incubadora (KT115, Binder, Arquimed, Tuttlinguen, Alemania) a 37°C
por 2 horas. Pasado este tiempo, se afiadié 10 mL de solucion extractora KCI-HCI (1M) a
todos los tubos, donde ademas a las muestras se les afiadié 0,5 mL de agua y al blanco 0,5
mL de solucion de urea, obteniendo un volumen final de 11 mL (0,5 mL urea + 0,5 mL
agua + 10 mL KCI) por tubo. Luego estos se agitaron por 30 minutos a 100 r.p.m
(LabTech, MundoLab) a temperatura ambiente. Finalmente, las soluciones se filtraron con
papel filtro de 150 mm (MN 650 MD, MN Macherey-Nagel, HES, Alemania) en tubos de
centrifuga (marca Biofil) de 50 mL.

Para cada una de estas soluciones se tomé con cuidado una alicuota de 1 mL y se
coloco en un vial de 20 mL, al cual se le afadi6 9 mL de agua destilada, 5 mL de la
solucion salicilato de sodio-nitroprusiato de sodio-hidroxido de sodio (salicilato) y 2 mL
del medio de oxidacion. Se esper6 entre 30 min a 1 hora a que la reaccion desarrollara
color. Posteriormente cada solucion fue transferida a una microplaca de 96 pocillos para
su lectura en un espectrofotometro (EPOCH2NSC, BIOTECK, GrupoBios, Winooski,
Estados Unidos), donde se midié la absorbancia a una longitud de onda de 690 nm contra

el blanco de la curva de calibracion.

La curva de calibracion se prepar6 con 1 mL de soluciones de trabajo de amonio
(concentraciones de 0,5; 1; 1,5; 2y 2,5 ug N-NH4/mL) preparadas a partir de una solucién
madre (250 pg-N-NH4/mL) de cloruro de amonio. La alicuota de cada solucion de trabajo
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fue diluida con 9 mL de agua destilada y se les afiadié 5 mL de salicilato y 2 mL de medio
de oxidacion. Posterior al desarrollo del color en oscuridad (entre 30 minutos a 1 hora) se
midio la absorbancia a 690 nm contra el valor cero de la curva de calibracion. La actividad

de esta encima se calculé de la siguiente forma:

Actividad de la U _ (Muestra) x 10 x 11
ctividad de la Ureasa = 1= — T

Donde:
Muestra expresada en pg N-NHs/mL
MS= Masa seca de la muestra, en g.
t= Tiempo de incubacién, 2 h.

VOVLajicuota= Volumen de alicuota.

Finalmente, la actividad enzimatica de la ureasa se expreso en pug N-NH4 por

gramo de sustrato seco por hora (ug N-NH4* g sustrato seco™ * ht).

Evaluacion del estado de crecimiento aéreo y subterraneo de las plantas de lechuga

Las evaluaciones del estado de crecimiento aéreo y subterraneo de las plantas de
lechuga se realizaron para 10 plantas, seleccionadas al azar desde los 15 plantines por

repeticion escogidos anteriormente, resultando en un total de 30 plantas por tratamiento.

Las raices se pusieron en un recipiente de plastico con agua potable donde se
lavaron cuidadosamente, moviéndolas de una lado a otro y utilizando pinzas de laboratorio
para poder extraer particulas pegadas a las delgadas raices de lechuga y obtener raices
limpias (Figura 3). Posterior a esto, se separ0 la parte aérea de la radical de las plantas de

lechuga mediante el corte con tijera desde el cuello de la planta.
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18-20 cm (aprox.)

Figura 3. Plantas de lechuga seleccionadas por tratamiento para la evaluacion del estado
de crecimiento aéreo y subterraneo. T1R1 (80%T, 20%P), T2R1 (70%T,10%C, 20%P),
T3R1 (70%T, 5%C, 5%B, 20%P), T4R1 (60%T, 20%C, 20%P) y T5R1 (60%T, 10%C,
10%B, 20%P). Donde T es turba, P es perlita, C es compost y B es biocarbén.

Determinacion de la altura de las plantas

La altura de las plantas se determind con un método de medicion dimensional
directo, es decir, con ayuda de una regla graduada en centimetros se midi6 la altura desde

el cuello hasta el apice de las plantas de lechuga.
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Determinacion masa seca aérea total

La masa seca se obtuvo al disponer las muestras de la parte aérea de la planta en
una estufa (FDS 056, Binder, Arquimed, Tuttlingen, Alemania) por 48 horas a 70°C +

5°C, y determinar la diferencia entre la masa aérea fresca y seca.

Determinacion de caracteristicas morfologicas de las raices

Las raices lavadas de cada planta de forma individual se dispusieron en placas de
Petri (poliestireno, diametro 90 x15 mm) con 40 mL de agua potable, para asi digitalizar

las raices.

Para la digitalizacion de raices, se utilizd el escaner EPSON (driver Perfection
V800/Vv850 3.9.3). El escaner se conectd con el software WinRHIZO 2019a (Regent
Instruments Inc., Canadd). En el software se seleccionaron los pardmetros de adquisicion
de imagen, que correspondieron a la delimitacion del area de digitalizacion a 10 cm de
ancho x 10 cm de alto, ya que esta se adecud al tamafio de las placas de Petri, lo cual
permitié elegir el uso del interfaz del escaner. Luego, se configurd la clasificacion de
raices segun su didmetro, en un rango entre 0,05 hasta 0,75 mm (16 clases de didmetro en
total), basado en los métodos de estudios de raices de Bohm (1979), que fueron expuestos
en Zobel y Waisel (2010).

Una vez finalizada la configuracion del Software y seleccionadas las clases de
raices, se procedio a la digitalizacion de estas. La digitalizacion de raices y el posterior
analisis con el software WinRHIZO entregd en detalle los valores de largo de raices
(medido en cm), area superficial de raices (medido en cm?), numero de puntas (medido
como conteo simple) y volumen de raices (medido en cm?), por cada clase de diametro de

raiz (clases medidas en mm).
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Analisis estadistico

La caracterizacion fisicoquimica de los sustratos se baso en un analisis descriptivo
mediante medidas resumen como: promedio, desviacion estandar y coeficiente de

variacion, utilizando Microsoft Excel (2021).

Los analisis de las propiedades bioldgicas y las variables del estado de crecimiento
aéreo y radical de las plantas de lechuga, se llevaron a cabo utilizando el programa de

analisis estadistico InfoStat (Di Rienzo et al., 2020).

Para la evaluacion de las propiedades bioldgicas de sustratos (actividad enzimatica
de la B-glucosidasa y ureasa y, UFCs) se realizd un anélisis de varianza y prueba de
hipotesis para comprobar los supuestos de normalidad de residuos y homogeneidad de
varianzas, mediante las pruebas de Shapiro-Wilks y Test de Levene, respectivamente. Los
que al cumplirse permitieron realizar el analisis de varianza (ANDEVA), donde en el caso
de existir diferencias significativas para el efecto de tratamiento, se utiliz6 la prueba de
comparacion multiple de LSD con un p<0,05. Sin embargo, en aquellos casos en que las
variables no cumplieron los supuestos (siendo el de homogeneidad el mas critico), como
fue el caso de la variable de actividad enzimatica B-glucosidasa y UFCs se implementd un
modelo mixto en el que se modeld la estructura de la varianza de los tratamientos
utilizando la opcion Varldent, y un modelo lineal generalizado con distribucion de Poisson
y funcion de ligacion Log, respectivamente. Posteriormente para el efecto de tratamientos,

se realiz6 una prueba de comparacion multiple LSD con un p<0,05.

En el caso de la evaluacion del crecimiento aéreo (masa seca y altura) y de las
caracteristicas morfologicas de las raices (largo, area superficial, volumen y niumero de
puntas) se realizo un analisis de varianza y prueba de hipotesis para comprobar los
supuestos correspondientes a normalidad de residuos y homogeneidad de varianzas,

mediante las pruebas de Shapiro-Wilks y Test de Levene, respectivamente. Los que al
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cumplirse permitieron realizar el analisis de varianza (ANDEVA), donde en el caso de
existir diferencias significativas para el efecto de tratamiento se utiliz6 la prueba de
comparacion multiple de LSD con un p<0,05. Sin embargo, en el caso de las variables
morfologicas de las raices que no cumplieron los supuestos (siendo el supuesto de
homogeneidad el més critico), se tuvo que clasificar las raices en dos clases por el
didmetro de raiz (Clase 1 entre 0 20,5 mmy Clase 2 entre 0,5a 0,75 mm) y se realizé una
transformacion de los datos (utilizando la transformacion por raiz cuadrada). Pero, si luego
de la transformacién de las variables no cumplian los supuestos, se implementé un modelo
mixto en el que se model6 la estructura de la varianza de los tratamientos utilizando la
opcion Varldent. En el caso de la variable nimero de puntas, se utilizé un modelo lineal
generalizado con distribucion de Poisson y funcion de ligacion Log. Luego, para el efecto

de tratamientos, se realiz6 una prueba de comparacién maltiple LSD con un p<0,05.

Por otro lado, para evaluar la relacion entre las propiedades bioldgicas de los
sustratos y las variables del estado de crecimiento aéreo y radical de las plantas de lechuga,
se realiz6 un analisis de correlacién lineal de Pearson con un significancia del 5%

utilizando el programa de andlisis estadistico InfoStat (Di Rienzo et al., 2020).
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RESULTADOS

A continuacion, se presentan los resultados obtenidos de los andlisis estadisticos
Ilevados a cabo para cada una de las evaluaciones realizadas por objetivos especificos
planteados en esta investigacion. Para esto se evalud la respuesta de 5 tratamientos
(sustratos) con diferente proporcion de material orgéanico (Turba-T, Compost-C y
Biocarbon-B) y una proporcion fija de material inorgénico (Perlita-P).

1. Caracterizacion fisico-quimica de los sustratos.

Se realiz6 un andlisis descriptivo de las caracteristicas fisico-quimicas por
tratamiento, previo al llenado de bandejas, es decir, antes de iniciar el ensayo. Con
excepcion de los andlisis quimicos de pH y CE que se midieron al inicio y al término del

ensayo en bandejas.

1.1. Contenido de agua y masa seca de los sustratos.

El Contenido de Agua (CA) y Masa Seca (MS) determinados a partir de la
metodologia de Sadzawka et al. (2005), reflejo que los valores de CA de los tratamientos
fluctuaron entre 47,2 % y 55,6 %, y los de MS entre 44,4% y 52,8% (Tabla 5). Se observd
el mayor valor de CA en T1 (55,6 %) y el segundo valor mas alto de CA en T2 (51,3 %),
mientras que el menor valor de CA se registrd en T4 (47,2 %) (Tabla 5). Sin embargo,
como se esperaba, en el caso de MS se observaron valores opuestos, siendo el mayor valor
T4 (52,8 %) y con menor valor T1 (44,4 %), sequido de T2 (48,7%) (Tabla 5).

Tabla 5. Valores de la media del Contenido de Agua (CA, %) y Masa Seca (MS, %, o
solidos totales), junto la desviacion estandar (DE) por tratamiento.

Tratamiento CA MS
T1 55,6 +1,1 444+11
T2 51,3+0,4 48,7+ 0,4
T3 505+1,4 495+14
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T4 47,2+0,8 52,8+0,8

T5 47622 52,4+ 2,2
Donde T1(80%T), T2 (70%T,10%C), T3 (70%T, 5%C, 5%B), T4 (60%T, 20%C) y T5 (60%T, 10%C,
10%B), cada uno compuesto por un 20% fijo de Perlita.

1.2. Distribucion de tamafio o didmetro de particulas de los sustratos.

La Distribucién del Tamafio de Particula (DTP) determinada segun la metodologia
descrita en Sadzawka et al. (2005), se basé en la masa de sustrato obtenida para fracciones
de tamafio de particulas entre 4,75 mm y 0,15 mm, sobre la masa total utilizada para la
medicion. En general, se observé una DTP similar entre T2, T3y T5 (C, D, B, Ay E),
mientras que para T1 (C, D, B, E, A) y T4 (C, B, D, A, E) se observaron diferencias
(Figura 4). Los resultados mostraron que el mayor porcentaje de tamafio de particulas se
concentré en la fraccion C (1,18 a 0,6 mm) en todos los sustratos, mientras que el segundo
porcentaje mas alto se observd en la fraccion D (0,25 a 0,15 mm) para todos los
tratamientos, con excepcion de T4 donde la fraccién B (3,55 a 2 mm) fue la segunda més
alta (Figura 4). ElI menor porcentaje se observé para la fraccion E (<0,15 mm), con
excepcién del T1 donde el porcentaje mas bajo se distingui6 en la fraccion A (>4,75 mm)
(Figura 4).
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Figura 4. Gréfico de barras del porcentaje de particulas por tamiz (%) de las fracciones
de apertura de los tamices (mm; A, > 4,75; B, 3,35-2; C, 1,18-0,6; D, 0,25-0,15; E, <0,15)
de los tratamientos (sustratos) evaluados. Barras de error indican la desviacion estandar
de los datos. Donde T1 (80%T), T2 (70%T,10%C), T3 (70%T, 5%C, 5%B), T4 (60%T,
20%C) y T5 (60%T, 10%C, 10%B), cada uno compuesto por un 20% fijo de Perlita.

1.3. Densidad aparente de los sustratos
La determinacion de la Densidad aparente (Da), segin la metodologia descrita de
Sadzawka et al. (2005), reflejo valores que fluctuaron entre 0,08 (g cm?) y 0,15 (gcm™)

(Tabla 6). EI mayor valor de Da correspondié a T4 (0,15 gcm®), mientras que el menor
valor se observo para T1(0,08 gcm3), seguido de T3 (0,10 gcm™) (Tabla 6).
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Tabla 6. Valores de la media de la Densidad aparente (Da, g cm™), junto la desviacion
estandar (DE) por tratamiento.

Tratamiento Da
T1 0,08+0,0
T2 0,12+0,0
T3 0,10+0,0
T4 0,15+0,1
T5 0,11+0,0

Donde T1 (80%T), T2 (70%T,10%C), T3 (70%T, 5%C, 5%B), T4 (60%T, 20%C) y T5 (60%T, 10%C,
10%B), cada uno compuesto por un 20% fijo de Perlita.

1.4. Capacidad de retencion de agua de los sustratos.

La determinacion de la Capacidad de Retencion de Agua (CRA) segun la
metodologia descrita en De la Rosa et al. (2014) y Nocentini et al. (2021), reflejo que los
valores fluctuaron entre un 233% y 405% (Tabla 7). EI mayor valor de CRA correspondid
T1 (405%) seguido de T3 (332%), mientras que el menor valor se observo en T4 (233%)
(Tabla 7).

Tabla 7. Valores de la media de la Capacidad de Retencion de Agua (CRA, %), junto la
desviacién estandar (DE) por tratamiento.

Tratamiento CRA
T1 405+11,9
T2 287 +115
T3 332+£29,3
T4 233+7,8
T5 283 +12,3

Donde T1 (80%T), T2 (70%T,10%C), T3 (70%T, 5%C, 5%B), T4 (60%T, 20%C) y T5 (60%T, 10%C,
10%B), cada uno compuesto por un 20% fijo de Perlita.

1.5. pHy Conductividad Eléctrica de los sustratos.

Los resultados de pH y Conductividad Eléctrica (CE) determinados al inicio y al
final del ensayo, segun la metodologia de Sadzawka et al. (2005), fluctuaron entre 5,9 y
8,0,y 0,3a1,4 (dSm™). Los valores obtenidos para las mediciones de pH en los sustratos

reflejaron que flucttan entre una acidez leve a una alcalinidad moderada. EI mayor valor
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de pH de los tratamientos antes de comenzar el ensayo en bandeja se observé en T4 (7,0),
mientras que el menor valor se observé en T1 (5,9), seguido de T3 (6,5) (Figura 5). Luego
de haber terminado el ensayo los valores de pH aumentaron para todos los tratamientos,
repitiendose un mayor valor alcanzado por T4 (8,0), y un menor valor para T1 (6,2),
seguido de T3 (7,2) (Figura 5).

Por otro lado, en el caso de la CE el mayor valor de los tratamientos antes de
comenzar el ensayo en bandeja se observo en T4 (1,4 dS mt), mientras que el menor valor
se observé en T1 (0,5 dS m™), seguido de T3 (0,8 dS m™) (Figura 6). Posteriormente,
cuando termino el ensayo, los valores de CE disminuyeron para todos los tratamientos, el
mayor valor lo alcanz6 también T4 (0,6 dS m™*), mientras que el menor valor nuevamente
se observé en T1 (0,3 dS m™), seguido de T3 (0,4 dS m™), (Figura 6).
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Figura 5. Gréfico de barra de la comparacion entre los valores de pH de los tratamientos
(sustratos) pre y post ensayo. Barras de error indican la desviacion estandar de los datos.

39



Donde T1-control (80%T), T2 (70%T,10%C), T3 (70%T, 5%C, 5%B), T4 (60%T, 20%C)
y T5 (60%T, 10%C, 10%B), cada uno compuesto por un 20% fijo de Perlita.
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Figura 6. Gréfico de barra de la comparacion de los valores de CE entre los tratamientos
(sustratos) pre y post ensayo. Barras de error indican la desviacion estandar de los datos.
Donde T1-control (80%T), T2 (70%T,10%C), T3 (70%T, 5%C, 5%B), T4 (60%T, 20%C)
y T5 (60%T, 10%C, 10%B), cada uno compuesto por un 20% fijo de Perlita.

1.6. Prueba de fitotoxicidad.

La prueba de fitotoxicidad se determind segin la metodologia de Zucconi et al.
(1981), a partir de la cual se establecieron dos diluciones, 1:10 (10 g sustrato: 100 mL) y
1:15 (10 g sustrato: 150 mL), para indicar la fitotoxicidad de los tratamientos a partir del
indice de Germinacion (IG) de las semillas de lechuga (variedad Hoja de Roble, Marca
Las Encinas). Los resultados reflejaron un 1G en la dilucién 1:10 entre 314% y 555%, y
en la dilucion 1:15 entre 276% y 410% (Tabla 8). La dilucion 1:10 mostro un mayor 1G
en T5 (555 %) y menor valor en T3 (314 %) (Tabla 8). Para el caso de la dilucién 1:15, el
mayor valor de IG se observo en T3 (410 %) y el menor valor en T4 (276 %) (Tabla 8).
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Tabla 8. Valores de la media del indice de Germinacion (IG, %) de las diluciones 1:10
(10 g: 100 mL) y 1:15 (10 g: 150 mL) de la prueba de fitotoxicidad, junto la desviacion
estandar (DE) por tratamiento.

. IG
Tratamiento 110 115
T1 330+121,9 298 + 163,8
T2 366 + 56,1 366 +72,2
T3 314 £53,5 410+ 96,0
T4 442 + 80,8 276 £ 99,4
T5 555+ 144,0 365 + 64,7

Donde T1 (80%T), T2 (70%T,10%C), T3 (70%T, 5%C, 5%B), T4 (60%T, 20%C) y T5 (60%T, 10%C,
10%B), cada uno compuesto por un 20% fijo de Perlita.

2. Evaluacion de las propiedades bioldgicas de los sustratos.

Las propiedades bioldgicas que se evaluaron en este estudio correspondieron a la
cuantificacion de Unidades Formadoras de colonias (UFCs) de microorganismos
heterotroficos aérobicos cultivables presentes en los sustratos estudiados, y las actividades
enziméticas de la B-glucosidasa y Ureasa, al finalizar el ensayo en bandejas. Los

resultados para estas evaluaciones se muestran a continuacion.

2.1. Cuantificacion de Unidades Formadoras de Colonias (UFCs).

La cuantificacion de UFCs se llevd a cabo segun la metodologia descrita en Bruns
(2008) y Maier et al. (2009), y se considerd la dilucion 1073, ya que fue la que cumplié
con el requisito de contener entre 30 y 300 UFCs por placa. Segun los resultados obtenidos
el numero de unidades formadoras de colonias (UFCs) no mostré diferencias
significativas entre los tratamientos (Figura 7). EI nimero de UFCs fluctu6 entre 2,14 x

10* y 4,68 x 10* (UFC g sustrato seco?). EI mayor nimero de UFCs se observd en T2
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(4,68 x 10* UFCs g sustrato seco™), seguido de T4 (3,99 x 10* UFCs g sustrato seco™)
(Figura 7).
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Figura 7. Gréfico de barra del nimero de colonias de UFCs por tratamiento al final del
ensayo. Barras de error indican la desviacidon estandar de los datos. Las diferencias
significativas entre tratamientos se indican con letras diferentes (orden descendente), con
un p <0,05. Donde T1 (80%T), T2 (70%T,10%C), T3 (70%T, 5%C, 5%B), T4 (60%T,
20%C) y T5 (60%T, 10%C, 10%B), cada uno compuesto por un 20% fijo de Perlita.

2.2. Actividad enzimatica de la -glucosidasa.

La actividad enzimética de la B-glucosidasa se determind a partir de la metodologia
descrita por Alef y Nannipieri (1995). Esta actividad mostr6 diferencias significativas (p
< 0,05) entre los tratamientos y fluctu6 entre 301 a 706 (ug pNF g sustrato seco® h)
(Figura 8). EI mayor valor se observo en el tratamiento control (T1) basado en 80% turba
(706 pg p-NF g sustrato seco™ hora-') y T3 (591 pg p-NF g sustrato seco™ hora-1)
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compuesto de 70% de turba, 5% de compost y 5% de biocarbédn (Figura 8). Se mostré una
menor actividad en T5 (301 pg p-NF g sustrato seco™ hora-) compuesto de 60% turba,
10% de compost y 10% de biocarbén (Figura 8).

800 a
700
600 be

500 [ bc

400 [

300 T

200

B-glucosidasa (ug p-NF g sustrato seco h1)

100

T1 T2 T3 T4 T5
Tratamientos

Figura 8. Gréfico de barra de la actividad enzimatica de la B-glucosidasa de los
tratamientos evaluados al final del ensayo. Barras de error indican la desviacion estandar
de los datos. Las diferencias significativas entre tratamientos se indican con letras
diferentes (orden descendente), con un p<0,05. Donde T1 (80%T), T2 (70%T,10%C), T3
(70%T, 5%C, 5%B), T4 (60%T, 20%C) y T5 (60%T, 10%C, 10%B), cada uno cOmpuesto
por un 20% fijo de Perlita.

2.3. Actividad enzimatica de la Ureasa.

La actividad enzimatica de la ureasa se determind a partir de la metodologia
descrita por Kandeler y Geber (1988). Esta actividad no reflejo diferencias significativas
(p >0,05) entre los tratamientos y fluctud entre 89 y 127 (ug N-NH4 g sustrato seco™ ht)
(Figura 9). Sin embargo, se identifica que el tratamiento con una mayor actividad

enzimatica fue T3y el de menor actividad T5 (Figura 9).
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Figura 9. Gréfico de barra de la actividad enzimética de la ureasa de los tratamientos
evaluados al final del ensayo. Barras de error indican la desviacion estandar de los datos
Donde T1(80%T), T2 (70%T,10%C), T3 (70%T, 5%C, 5%B), T4 (60%T, 20%C) y T5
(60%T, 10%C, 10%B), cada uno compuesto por un 20% fijo de Perlita.

3. Evaluacion del estado de crecimiento aéreo y subterraneo de las plantas de
lechuga.

El analisis del crecimiento aéreo en la forma de masa seca aérea y altura de plantas,
y subterraneo de las plantas de lechuga, medido como largo, volumen, area superficial, y
numero de puntas de raices, se llevo a cabo con la finalidad de correlacionarlas con las

propiedades biologicas de los sustratos (tratamientos).

3.1. Altura de las plantas.
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La altura de las plantas determinada a partir del método dimensional y el analisis
de varianza reflej0 que no existieron diferencias significativas (p>0,05) entre los
tratamientos (Figura). Sin embargo, se identifico que los tratamientos compuestos con
biocarbon (T3 'y T5) obtuvieron los menores valores de la altura de planta en comparacion

a los demaés tratamientos (Figura).
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Figura 10. Gréfico de barra de la altura (cm) de las plantas de lechuga (variedad Hoja de
Roble) evaluadas al final del ensayo, por tratamiento. Barras de error indican desviacion
estandar de los datos. Donde T1 (80%T), T2 (70%T,10%C), T3 (70%T, 5%C, 5%B), T4
(60%T, 20%C) y T5 (60%T, 10%C, 10%B), cada uno compuesto por un 20% fijo de
Perlita.

3.2. Masa seca aérea total.

La masa seca (MS) aérea total obtenida a partir de la diferencia entre masa seca y
fresca aérea, fluctto entre 1,79 y 1,89 g. Esta no evidencid diferencias significativas
(p>0,05) entre el uso de turba, compost o biocarb6n, aungue se identificd que los
tratamientos compuestos por biocarbdn (T3 y T5) presentaron los menores valores de

masa seca aérea (Figura 10).
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Figura 10. Grafico de barra de la Masa Seca (MS, g) aérea de las plantas de lechuga
(variedad Hoja de Roble) evaluadas al finalizar el ensayo, por tratamiento. Barras de error
indican desviacion estandar de los datos. Donde T1-control (80%T), T2 (70%T,10%C),
T3 (70%T, 5%C, 5%B), T4 (60%T, 20%C) y T5 (60%T, 10%C, 10%B), cada uno
compuesto por un 20% fijo de Perlita.

3.3. Caracteristicas morfoldgicas de las raices.

La determinacion de las caracteristicas morfoldgicas de las raices se obtuvo a partir
de la digitalizacion de las raices de las plantas de lechuga, con el uso del software
WinRHIZO 2019a (Regent Instruments Inc., Quebec, Canada), el cual entregd en detalle
cuatro variables de raices (largo, area superficial, volumen y numero de puntas). Estas
fueron clasificadas en dos clases a partir del rango de didmetro de raiz expuesto por Zobel
y Waisel (2010), las que correspondieron a Clase 1 (0 a 0,05 mm) y Clase 2 (0,05 a 0,75

mm).
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Por otro lado, ya que las caracteristicas morfoldgicas de las raices (largo, volumen
y area superficial de raices) no cumplian los supuestos del andlisis de varianza y prueba
de hipdtesis, post transformacién de datos, se procedio implementar un modelo mixto para
modelar la estructura de la varianza de los tratamientos. A diferencia de la variable nimero
de puntas, que, al ser una variable de conteo, se utilizé un modelo lineal generalizado con

distribucién de Poisson.

3.3.1. Largo de raices (en inglés, root lenght).

El modelo mixto que se implemento para analizar la variable largo de raices mostrd
diferencias significativas (p< 0,05) entre tratamientos en ambas Clases (1 y 2) (Tabla 9).
En la Clase 1, los valores més altos los obtuvieron T3 (22,1 cm) y T2 (21,7 cm), mientras
que el valor mas bajo lo obtuvo T5 (19,4 cm) (Tabla 9). Para el caso de la Clase 2, el
mayor largo de raiz lo alcanzo T2 (2,5 cm) seguido de T1 (2,4 cm), mientras que el menor
largo de raiz lo obtuvo T5 (1,4 cm) (Tabla 9).

Tabla 9. Valores de la media del Largo de raices (L, cm) clasificadas en dos clases de
diametro de raices denominadas L1 (0 a 0,5 mm) y L2 (0,55 a 0,75 mm), junto la
desviacion estandar (DE) por tratamiento.

Tratamiento L1 L2
T1 21,3+ 3,8ab 24+10a
T2 21,7+30a 25+10a
T3 22,1+31a 16+05b
T4 21,3+6,7ab 2,3+0,8a
T5 19,4+34b 1,4+05¢c

Valores en las columna con letras diferentes indican diferencias significativas (p<<0,05) usando la prueba de
comparacion multiple de LSD con 5% de significancia, orden de letras en forma descendente. Donde T1-
control (80%T), T2 (70%T,10%C), T3 (70%T, 5%C, 5%B), T4 (60%T, 20%C) y T5 (60%T, 10%C, 10%B),
cada uno compuesto por un 20% fijo de Perlita.

3.3.2. Area superficial (en inglés, superficial area)

El modelo mixto que se implemento para analizar la variable area superficial de
raices evidencio diferencias significativas (p<0,05) entre los tratamientos en ambas clases

(1y 2) (Tabla 10). En la Clase 1, la mayor area superficial la obtuvo T2 (1,34 cm?) y la
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menor fue alcanzada por T5 (0,99 cm?) (Tabla 10). Asimismo, la Clase 2 mostré valores
altos de area superficial en T2 (0,57 cm?) seguido de T4 (0,55 cm?), mientras que el valor
mas bajo lo obtuvo T5 (0,33 cm?) (Tabla 10).

Tabla 10. Valores de la media del Area superficial (AS, cm?) de las raices clasificadas en

dos clases de didmetro de raices denominadas AS1 (0 a 0,5 mm)y AS2 (0,55 a 0,75 mm),
junto la desviacion estandar (DE) por tratamiento.

Tratamiento AS1 AS2
T1 1,3+0,3ab 054+0,2a
T2 1,3+0.2a 0,57+0,3a
T3 1,1+02b 0,39+0,1b
T4 1,2+0,4 bc 0,55+0,2a
T5 1+10c 0,33+0,1c

Valores en las columna con letras diferentes indican diferencias significativas (p<0,05) usando la prueba de
comparacion multiple de LSD con 5% de significancia, orden de las letras en forma descendente. Donde
T1-control (80%T), T2 (70%T,10%C), T3 (70%T, 5%C, 5%B), T4 (60%T, 20%C) y T5 (60%T, 10%C,
10%B), cada uno compuesto por un 20% fijo de Perlita.

3.3.3. Volumen de raices (en inglés, root volumen)

El modelo mixto que se implementd para analizar la variable de volumen de raices
exhibi¢ diferencias significativas (p<0,05) entre los tratamientos en ambas Clases (1 y 2)
(Tabla 11). En la Clase 1, los mayores volimenes de raices los obtuvieron T2 (0,008 cm?),
seguido de T1 (0,008 cm?®), y el mas bajo lo obtuvo T5 (0,007 cm®) (Tabla 11). Para el
caso de la Clase 2, el valor mas alto de volumen de raiz lo alcanzo T2 (0,013 cm®), y el
mas bajo lo obtuvo T5 (0,008 cm?) (Tabla 11).

Tabla 11. Valores de la media del Volumen (V, cm®) de las raices clasificadas en dos
clases de diametro de raices denominadas V1 (0 a 0,5 mm) y V2 (0,55 a 0,75 mm), junto
la desviacion estandar (DE) por tratamiento.

Tratamiento V1 V2
T1 0,008+ 0,0 ab 0,011+0,0a
T2 0,008+ 0,0 a 0,012+ 0,0 a
T3 0,006+ 0,0 c 0,008+0,0b
T4 0,007+ 0,0 bc 0,012+0,0a
T5 0,006+ 0,0 ¢ 0,007+0,0c

Valores en las columna con letras diferentes indican diferencias significativas (p<0,05) usando la prueba de
comparacion multiple de LSD con 5% de significancia, orden de las letras en forma descendente. Donde
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T1-control (80%T), T2 (70%T,10%C), T3 (70%T, 5%C, 5%B), T4 (60%T, 20%C) y T5 (60%T, 10%C,
10%B), cada uno compuesto por un 20% fijo de Perlita.

3.3.4. Namero de puntas (en inglés, number of tips)

El modelo lineal generalizado que se implemento para analizar la variable nimero
de puntas manifiesto diferencias significativas (p< 0,05) entre los tratamientos solamente
en la Clase 1 (NUmero de Puntas 1-—NP1), a diferencia de la Clase 2 (NUmero de Puntas—
NP2) donde no se hallaron diferencias significativas (ns, p>0,05) (Tabla 12). En la Clase
1, el mayor namero de puntas lo presenté T3 (62 puntas) y el menor lo obtuvo T2 (33
puntas) (Tabla 12). Por otro lado, para el caso de la clase 2, el mayor valor fue observado
en T1 (0,66 puntas), seguido por T2 (0,52 puntas), mientras que el menor nimero de
puntas lo obtuvo T5 (0,31 puntas).

Tabla 12. Valores de la media del Ndmero de puntas (NP, conteo simple) de raices
clasificadas en dos clases de diametro de raices NP1 (0 a 0,5 mm) y NP2 (0,55 a 0,75
mm), junto la desviacion estandar (DE) por tratamiento.

Tratamiento NP1 NP2
T1 49 +225ab 0,66+05a
T2 33+9,7b 0,52+0,4a
T3 62 +24,8a 0,40+0,2a
T4 52+226a 0,36 +0,3a
T5 59+20,0a 0,31+0,2a

Donde T1-control (80%T), T2 (70%T,10%C), T3 (70%T, 5%C, 5%B), T4 (60%T, 20%C) y T5 (60%T,
10%C, 10%B), cada uno compuesto por un 20% fijo de Perlita. Valores en las columna con letras diferentes
indican diferencias significativas (p<0,05) usando la prueba de comparacion multiple de LSD con 5% de
significancia, orden de las letras en forma descendente.

4. Relacidon entre las propiedades bioldgicas de los sustratos con las variables del
estado de crecimiento aéreo de Lactuca sativa (variedad Hoja de Roble) y

morfoldgicas de las raices.

La relacion entre las propiedades bioldgicas de los sustratos y las variables del
estado de crecimiento aéreo de las plantas de lechuga (variedad Hoja de Roble) y
morfoldgicas de las raices de éstas fue determinada a partir de un anélisis de correlacion

lineal con un n=15. Se considero una correlacion baja (r < 0,20), moderada (0,20 <r <
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0,60), alta (0,60 < r < 1), positiva (+) o negativa (-) por su signo acompafiante y una

asociatividad significativa con un p <0,05.

Se presentaron correlaciones lineales positivas significativas entre el crecimiento
aéreo y la morfologia de las raices de Lactuca sativa. En particular, la masa seca aérea se
correlacion0 significativamente con el largo de raices (en ambas clases de diametros) y el
area superficial (AS1) de las raices de las plantas de lechuga evaluadas (Tabla 13). Por
otro lado, se destaca que no se observaron correlaciones lineales positivas significativas
entre las propiedades bioldgicas de los sustratos y las caracteristicas morfoldgicas de las
plantas de lechuga (Tabla 13).

Tabla 13. Matriz de los Coeficientes de correlacion de Pearson (r) y significancia (p<
0,05) de la correlacién lineal entre las variables de las propiedades bioldgicas (UFCs,
actividad enzimatica de la ureasa y B-glucosidasa) y las variables de crecimiento aéreo
(Masa seca y altura de plantas) de la plantas de lechuga y morfoldgicas de las raices (largo
de raices, area superficial, volumen de raices y numero de puntas) de éstas, con un n=15.

L1 L2 AS1  AS2 Vi V2 NP1 NP2 Altura de plantas MS aérea  B-glucosidasa Ureasa UFCs

L1 0,42ns 0,85* 0,39ns 0,82* 0,17 ns 0,35ns 0,47 ns 0,33 ns 0,55 * 0,34 ns ZleO”ns 0,09 ns

L2 0,78* 0,89* 0,34ns 0,74* -0,15ns 0,77 * -0,11ns 0,54 * 0,19 ns -0,03 ns 0,38 ns

AS1 0,62* 0,75* 052* 0,07ns 0,76 * 0,20 ns 0,64 * 0,34 ns 0,07 ns 0,29 ns

AS2 0,17ns 0,69* -0,04ns 0,59 * -0,05 ns 0,44 ns 0,02 ns -0,23 ns 0,41 ns

Vi 0,15ns 0,22 ns 0,40 ns 0,18 ns 0,42 ns 0,45 ns 0,05 ns 0,09 ns

V2 -0,28 ns 0,65 * -0,18 ns 0,19 ns -0,04 ns 0,07 ns 0,24 ns

NP1 0,21 ns 0,11 ns -0,17 ns 0,23 ns -0,42 ns -0,27 ns
NP2 0,02 ns 0,39 ns 0,45 ns 0,02 ns -1,8x10° ns

Altura plantas 0,31 ns 0,10 ns 0,15 ns -0,11 ns

MS aérea 0,26 ns 0,12 ns 0,06 ns

B-glucosidasa 0,07 ns -0,18 ns

Ureasa 0,09 ns

UFCs
La significancia de las correlaciones se midi6 a partir de un p<0,05 (*). La abreviatura ‘‘ns’’, identifica a
los valores no significativo, con un p>0,05.

Por otra parte, al realizar una correlacion lineal con un n=15 para las variables
bioldgicas y un n=150 para las variables de crecimiento aéreo de las plantas de lechuga y
morfologica de las raices, se presentaron correlaciones lineales moderadas positivas

significativas entre la actividad enzimaética de la B-glucosidasa con: la Clase 2 del largo y
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el volumen de raices; y entre la actividad de la Ureasa con: la Clase 1 del nimero de puntas
(Apéndice, Tabla 2).

Adicional a las correlaciones paramétricas de Pearson se llevo a cabo una
correlacion lineal no paramétrica de Spearman con un n=15 para ambas variables, la cual
presentd una correlacion lineal moderada negativa y significativa (p< 0,05) entre la Clase

1 del niamero de puntas con la actividad enzimatica de la Ureasa (Apéndice, Tabla 3).
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DISCUSION

La utilizacién de turba como componente de los sustratos para cultivos horticolas
ha generado una gran preocupacion ambiental debido a que su uso no es sostenible en el
tiempo, esto, ya que la turba es un recurso no renovable y su extraccion desde las turberas
(que conforman un tipo de humedal) genera la destruccion de estos ecosistemas naturales
y el aumento de la emision de dioxido de carbono (gas de efecto invernadero) (Méndez et
al., 2017). Por esta razon, esta latente la necesidad de buscar nuevas alternativas en
sustitucion parcial o total al uso de este material, con una alta calidad y bajo costo en la
preparacion de sustratos para contenedores (Ceglie et al., 2015). En este contexto surgen
como alternativas sostenibles y amigables con el medioambiente el empleo de materiales
organicos, como el compost y el biocarbon. Sin embargo, antes de integrarlos como

alternativas a la turba deben ser evaluados fisica, quimica y biolégicamente.

Caracterizacion fisico-quimicas de los sustratos

Previo a la utilizacion de sustratos, se deben tener en cuenta las caracteristicas
fisico-quimicas de los materiales orgéanicos e inorganicos a emplear, ya que estos son los
que determinaran el comportamiento de los sustratos (Gayosso et al., 2018) respecto al
crecimiento del cultivo (Stewart, 2020). Por lo tanto, al momento que estos materiales se
adapten y cumplan tanto con las caracteristicas fisicas adecuadas para uso en sustratos
como con las propiedades quimicas dptimas para el desarrollo de la planta (Cabrera, 1999;
Cruz-Crespo et al., 2013; Caron et al., 2015; Barbaro y Karlanian, 2020), se pueden
considerar como alternativas a la turba, sin infringir en riesgos que perjudiquen el

crecimiento de los cultivos en contenedores.

La caracterizacion fisica y quimica de sustratos es un paso esencial para asegurar
una 6ptima germinacion, sobrevivencia, desarrollo y calidad de un cultivo (Cruz-Crespo

etal., 2013; Villegas et al., 2017; Gayosso et al., 2018). Se considera fundamental evaluar
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primero las propiedades fisicas, debido a su efecto en la disponibilidad de agua y la
capacidad de aireacion (Villegas et al., 2017), ya que estas no pueden ser modificadas
posterior al establecimiento del cultivo (Cruz-Crespo et al., 2013; Soto, 2014; Villegas et
al., 2017, Nobile et al., 2020; Gayosso, 2018). Por otro lado, las propiedades quimicas
dependiendo del origen del material y el grado de descomposicion, determinan el
contenido de nutrientes disponibles en la solucion y el 6ptimo desarrollo de las plantas
(Cabrera, 1999; Cruz-Crespo et al., 2013; Caron et al., 2015; Gayosso et al., 2018;
Barbaro y Karlanian, 2020).

Entre las propiedades fisicas mas importantes en los sustratos son la distribucion
de tamarfio de particulas (DTP), la densidad aparente (Da), la capacidad de retencion de
agua (CRA) y la porosidad, las cuales son factores determinantes del éxito para el
desarrollo de un cultivo (Quinteros et al., 2011). Los rangos Optimos de DTP estan
establecidos entre 0,25 a 2,50 (mm) (Abad et al., 1993; citado en Rodriguez, 2013;
Martinez y Roca, 2011), fraccion relacionada con el rango éptimo de porosidad y
disponibilidad de agua (Agarwal et al., 2021), rangos en los que estuvieron principalmente
los sustratos elaborados en este estudio. Los valores de Da deben ser menores o iguales a
0,4 (g cm?) (Abad et al., 1993; citado en Rodriguez, 2013; Martinez y Roca, 2011), los
cuales si se cumplen por los sustratos estudiados. Respecto a la CRA esta debe estar entre
55a 70 (%) (Abad et al., 1993; citado en Rodriguez, 2013; Martinez y Roca, 2011) valores
Optimos que fueron sobrepasados por los sustratos evaluados en el presente estudio,
independientemente de la proporcion de turba utilizada, que se caracteriza por su alta

capacidad de retencion de agua (Barret et al., 2016).

La DTP es una propiedad que da cuenta del tamafio, nimero y forma de poros
(Gayosso-Rodriguez et al., 2018) y se relaciona directamente con la CRA, la cual indica
la disponibilidad agua disponible para el cultivo. En tanto la CRA, se relaciona
inversamente con la densidad aparente, ya que cuando esta aumenta disminuye el espacio

poroso donde se retiene el agua (Abujabhah et al., 2015; Agarwal et al., 2021). Ademas,
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la CRA se relaciona con el contenido de materia orgéanica, ya que esta aumenta la
capacidad de retencion de agua, y también con el tipo de materia organica, puesto que
existen compuestos mas o menos repelentes al agua (Perdana et al., 2018). De hecho,
estudios han sugerido precaucion en el manejo de sustratos de cultivo basados en turba,
ya que pueden ser extremadamente hidrofobicos cuando se secan (Steiner et al., 2014).
En este sentido, otros estudios han destacado el potencial del biocarb6n como sustituto
parcial o completo de la turba en los medios de cultivo, ya que el biocarbdn tiene un mejor
comportamiento de rehumectabilidad que la turba, a pesar de la hidrofobicidad que
presenta el biocarbon fresco (Steiner et al., 2014; Zulfigar et al., 2019a). Ademas, es bien
sabido que la carbonizacion de MO mejora la aromaticidad cominmente asociada con una
mayor hidrofobicidad. Sin embargo, y a pesar de la naturaleza pirolizada del biocarbén,
se observo una alta capacidad de retencidn de agua en los medios de cultivo basados en
un 60 % de turba, un 10 % de compost y un 10 % de biocarbdn, probablemente debido al
hecho de que las temperaturas establecidas en este estudio podrian haber aumentado la
porosidad del biocarbon (Steiner et al., 2014).

En los tratamientos evaluados, la mayor CRA se observd en el tratamiento control
a base de turba (T1), el cual presentd un mayor porcentaje de particulas medianas (1,18 a
0,15 mm) y una menor Da. Estos resultados responden a lo sefialado por Barbaro y
Karlanian (2020), los cuales destacan que mientras mayor proporcién de turba hay
disponible en los sustratos, mayor es la CRA. Por otro lado, los tratamientos en donde se
disminuyd la cantidad de turba y se us6 compost, 70% de turba/10% de compost (T2) y
60% de turba/20% de compost (T4) presentaron un mayor porcentaje de tamafio de
particulas grandes (2 a 4,75 mm) mayor Da y una menor CRA. Esta disminucion de la
CRA, de acuerdo con Barbaro y Karlanian (2020), sucede a medida que aumenta la

cantidad de compost en los sustratos.

Las propiedades quimicas mas importantes para los sustratos son el pH, la

conductividad eléctrica (CE o salinidad), ademéas de otras que no se incluyeron en este
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estudio como la capacidad de intercambio cationico (CIC) y la relaciones atomicas (por
ejemplo, C:N, H:C, entre otras). Todas estas establecen la transferencia de materia entre
el sustrato y su solucion (Quinteros et al., 2011; Martinez y Roca, 2011; Cruz-Crespo et
al., 2013). El pH y la CE del sustrato son propiedades que afectan la disponibilidad de
nutrientes para cultivos y microbios, y un indicador de potenciales toxicidades que
impiden el desarrollo de plantas, respectivamente (Quinteros et al., 2011; Martinez y
Roca, 2011).

Se ha establecido un pH 6ptimo entre 6,0 y 6,8 como recomendacion para la
produccion de lechuga (Flynn et al., 1995). En el presente estudio, el aumento del pH en
los tratamientos con biochar y compost concuerda con los estudios en Syngonium
podophyllum (Zulfigar et al., 2019b), Capsicum annuum (Nair y Carpenter, 2016) y
Lactuca sativa (Chrysargyris et al., 2020; Suwor et al., 2020; Christou et al., 2022), donde
la adicién de biochar y/o compost conduce a un aumento del pH (con valores que oscilan
entre 6,8 y 9,5 con biocarbdn y entre 6,1y 7,7 con compost) en comparacion con el pH de
la turba. Los estudios sefialan que el uso de biocarbdn es beneficioso cuando se usa con
materiales acidos que también se usan para preparar sustratos de cultivo, ya que el
biocarbén puede reemplazar el Oxido de calcio que se usa para aumentar el pH
(Chrysargyris et al., 2020). Ademas, esta ampliamente descrito que el compost como
resultado de la mineralizacion de materia organica y el biocarbdén como consecuencia de
las altas temperaturas durante la pir6lisis, alcanzan un pH y una CE maés altos asociados
con una mayor salinidad de los medios de cultivo (Abujabhah et al., 2015).

Por este motivo, las caracteristicas iniciales de la materia prima deben tenerse en
cuenta a la hora de preparar los sustratos. Con respecto a la CE, para los medios de cultivo
utilizados para una variedad de plantas, incluidas las lechugas en condiciones de
invernadero, se sugieren valores menores o iguales a 0,5 dS m™ (Abad et al., 2001; Nobile
et al., 2020). En el presente estudio, la CE oscil6 entre 0,3 (en el tratamiento a base de

solo turba) y 0,6 (en el tratamiento a base de 60% de turba y 20% de compost). Estos
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resultados estan de acuerdo con otros estudios en los que se ha informado que los valores
de EC aumentan a medida que aumentan las proporciones de compost en los medios de
cultivo (Nobile et al., 2020; de Falco et al., 2021). Los bajos niveles de CE, y por tanto de
sales, concuerdan con los resultados obtenidos de fitotoxicidad en ambas diluciones (1:10
y 1:15), que fluctud con indices de germinacion de semillas entre 298 y 555%, valores
muy por encima del 80% que indica la ausencia de toxicidad en el medio (Emino y
Warman, 2004). Estos altos valores de 1G se debieron particularmente a un crecimiento
radicular relativo (GRR) considerablemente mayor obtenido en los extractos de prueba
(0,1 a 7,8 cm), que en el control (0,3 a 1,5 cm), lo que indicaria que mas que haber
componentes fitotdxicos en el extracto, estos estarian mas bien mejorando el crecimiento
vegetativo debido a las condiciones nutricionales. Sorprendentemente, los valores altos
del indice de germinacion obtenidos en esta investigacion después de 72 h de incubacion
son dificiles de comparar con los resultados informados en la literatura debido a los
diferentes procedimientos utilizados (p. €j., tiempo de incubacion, método de extraccion,
especies de semillas) (Luo et al., 2018); sin embargo, este bioensayo ampliamente
utilizado logré su proposito de indicar posibles condiciones inhibitorias para el

crecimiento de las plantas.

Evaluacion de las propiedades bioldgicas de los sustratos

Las propiedades biologicas son fundamentales de considerar al momento de
determinar la calidad de los medios solidos utilizados para el crecimiento de las plantas,
debido a los beneficios en cuanto a las condiciones nutricionales y la supresion de
patdgenos, entre otros (Ozores-Hampton et al., 2001; Borrero et al., 2006,). Las
propiedades bioldgicas son importantes no solo para determinar el estado microbiano de
los sustratos y su relacion con las disponibilidad de nutrientes (Jayasinghe, 2012), sino
también para evaluar la estabilidad de la materia organica, ya que esta puede pasar por
procesos de degradacion previo y post establecimiento en los contenedores (Cruz-Crespo
etal., 2013).
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Los microorganismos heterotroficos aerobicos estan mayoritariamente presentes
en sustratos con alto contenido de materia organica, la cual contiene fuentes de carbono y
nitrégeno necesarias para el crecimiento de estos (Celis y Zagal, 2009; Paillat et al., 2020).
La cuantificacion de las unidades formadoras de colonias (UFCs), es una forma sencilla
de cuantificar la biomasa microbiana, aunque su resolucion es baja (alrededor del 10% de
la comunidad puede ser cultivada) no deja de ser informativa. Como su hombre lo indica,
este método cuantifica las colonias de microrganismos aerobicos, que utilizan el carbono
orgénico para suplir los requerimientos de carbono, y que se pueden cultivar en las
condiciones de laboratorio seleccionadas (Rojas, 2018). A pesar de que en este estudio se
reconocen diferencias en la estabilidad de la fuente de carbono del compost, el biocarbon
y la turba, las UFCs no mostraron diferencias estadisticas entre los tratamientos; por lo
tanto, este método se complementa mejor con otros ensayos, como los ensayos
enzimaticos, para evaluar el efecto de las fuentes de carbono disponibles del compost y la
influencia del biocarbon en los microbios en los medios de cultivo (Emino y Warman,
2004; Palansooriya et al., 2019).

Las actividades enzimaticas son un indicador del suministro de nutrientes para las
plantas y de la descomposicién de la materia organica (Ochoa et al., 2007; Prasad et al.,
2008; Nannipieri et al., 2012; Garcia, 2017; Aponte et al., 2020). Las enzimas
extracelulares (que estan fuera de las células vivas) liberadas por las raices y los
microorganismos son un buen indicador bioldgico de la calidad del suelo (Prasad et al.,
2008; Nannipieri et al., 2012; Garcia, 2017; Aponte et al., 2020). En esta investigacion
fueron analizadas las enzimas extracelulares: B-glucosidasa y la Ureasa. La B-glucosidasa
es una enzima involucrada en la hidrolisis de la celulosa a glucosa (fuente de energia para
los microorganismos), por lo tanto, se relaciona con la mineralizacion de la materia
organica y el ciclo biogeoquimico del carbono (Alef y Nannipieri, 1995; Aponte, 2014;
Garcia, 2017). Al analizar la actividad de esta enzima, el tratamiento control a base de

turba y el tratamiento con 70% de turba, 5% compost y 5% biocarbon presentaron una
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mayor actividad de esta enzima. Esto se debe posiblemente a la composicion de las fuentes
de materia orgénica utilizada en estos sustratos, compuestos con una alta concentracion
de celulosa, lo cual puede conducir a que la actividad de la B-glucosidasa sea mayor, ya
que esta enzima hidroliza la celulosa y las celodextrinas solubles en agua (Deng y Popova,
2011).

Estudios previos han informado una mayor actividad de B-glucosidasa en los
suelos después de la fertilizacion organica (Maarit Niemi et al., 2008; Paillat et al., 2020),
que se asocia con una mayor disponibilidad de los sustratos enzimaticos en los materiales
organicos. En este contexto, los estudios han informado una mayor actividad enzimética
(deshidrogenasa e hidrdlisis de diacetato de fluoresceina) cuando se agrega compost
(especialmente al 30% v/v) a la turba (Prasad et al., 2008). Esto respalda el posible efecto
de una mayor concentracion de celulosa de los materiales organicos sobre la actividad de
B-glucosidasa de la turba/compost evaluados en este estudio, especialmente en
comparacion con el biocarbon, ya que las temperaturas altas pueden descomponer la
celulosa y la hemicelulosa (Lin et al., 2021). Por otro lado, la mayor capacidad de
retencion de agua registrada en el tratamiento a base de turba y el tratamiento a base de
70 % de turba, 5 % de compost y 5 % de biocarbdn podria haber mejorado la difusion de
solutos y las actividades enzimaticas (Moyano et al., 2013), lo que podria estar respaldado
por la relacion positiva entre la actividad de B-glucosidasa y la CRA (r = 0.76, (jError!

No se encuentra el origen de la referencia.).

Por otro lado, la Ureasa es la enzima involucrada en la hidrolisis de la urea (rompe
el enlace C-N) e indicadora del nitrégeno inorganico disponible para los microorganismos
y las plantas (Nannipieri et al., 2012). En este estudio no se observaron diferencias
significativas en la actividad de la ureasa, a diferencia de otros estudios en suelos donde
el uso de compost y biochar han mostrado un aumento en la actividad de esta enzima
(Nannipieri et al., 2012; Pinto et al., 2019). Por el contrario, estudios previos han

informado una disminucién en la actividad de la ureasa en condiciones de alta

58



disponibilidad de N (Marcote et al., 2001), lo que se puede esperar en los sustratos y
enmiendas organicas evaluados en este estudio. Estos hallazgos contribuyen a la literatura
reducida sobre el estudio de la relacion entre el uso de biocarbon y microorganismos en
medios de crecimiento (Kern et al., 2017), los que arrojan luz sobre la necesidad de
investigar méas a fondo las condiciones bioldgicas particulares que hacen que los sustitutos

de la turba sean una alternativa factible como medio de crecimientos.

Relacion entre las propiedades bioldgicas de los sustratos y caracteristicas de

crecimiento de las plantulas de Lactuca sativa L.

Una revisién bibliografia realizada por Ho et al. (2022), indica que el compost
como enmienda en los suelos crea un entorno favorable para el desarrollo de
microorganismos, lo que conduce a un mejor crecimiento de las plantas y una mayor
productividad de los cultivos. Por otro lado, Chrysargyris et al. (2020) han declarado el
beneficio de usar biocarbén en plantulas de lechuga en relacion con el aumento en la
absorcion de nutrientes, incluso varios estudios destacan los beneficios de usar niveles de
10 a 50% de compost, biocarbdn y su combinacion, en crecimiento, potencial de turgencia
de la hoja, fotosintesis y contenido de nutrientes en los cultivos (Marcote et al., 2001; Kim
et al., 2017; Pinto et al., 2019). Estos resultados permitirian explicar el efecto que se
observo al utilizar 5-10% de compost y 5% de biocarbon, es decir T2 y T3, donde se
registraron mayores actividades enzimaticas conjunto con un mayor desarrollo de las
plantas (Tabla 9, 10, 11y 12). Esto sugiere que el compost tiene el potencial de aumentar
los rasgos aéreos y radiculares de la lechuga en comparacién con el biocarbon en
combinacion con el compost, que en las condiciones evaluadas no parece relacionarse con
los rasgos de la planta. Sin embargo, se ha informado una gran variacion en las respuestas
del crecimiento de las plantas al uso de biocarbédn en los medios de cultivo, debido a la
alta dependencia de las caracteristicas de dicho material con la materia prima utilizada y
el manejo del proceso de pirdlisis (Kim et al., 2017). Otros estudios, por el contrario, no

informan efectos del biocarbon en caracteristicas similares en cultivos de plantas (Steiner
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et al., 2014; Banitalebi et al., 2019). Estos hallazgos contrastantes probablemente podrian
estar relacionados con las diferentes formas de produccién mencionadas anteriormente,
las fuentes de origen o la calidad del biocarbon (Zahra et al., 2021). Aun asi, los materiales
como el compost y el biocarbon evaluados en este estudio ofrecen una alternativa que
permite la sustitucion parcial de la turba mientras se mantienen las caracteristicas de la

planta comparables a las observadas para los medios de cultivo a base de turba.
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CONCLUSIONES

El compost y el biocarbdn se destacan como sustitutos potenciales de la turba en
la elaboracidn de sustratos para medios de cultivo, al lograr propiedades fisicas, quimicas
y bioldgicas que aseguren la estabilidad del material y el crecimiento 6ptimo de las
plantas. En esta investigacion, el uso de compost o biocarb6n no parecié mejorar las
condiciones bioldgicas de los medios de cultivo, lo que probablemente podria deberse a
la calidad de la materia prima o a la optimizacion de los enfoques biotecnoldgicos
utilizados para obtener estos productos. Sin embargo, estos materiales mantuvieron la
mayoria de las caracteristicas de las plantulas de Lactuca sativa L. (variedad Hoja de
Roble) obtenidas en los medios de cultivo a base de turba. Estos hallazgos arrojan luz
sobre la necesidad de investigar méas a fondo las propiedades bidticas y abidticas de los
posibles sustitutos de la turba para evaluar el uso factible de sustratos de cultivo, y la
necesidad de considerar la calidad y el procesamiento de las materias primas para obtener

sustratos como medios de cultivo de alta calidad.
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APENDICES

Tabla 1. Sobrevivencia alcanzada al término del ensayo a partir de las 20 unidades
experimentales por repeticion de cada tratamiento.

NUmero de plantines

Tratamiento Repeticion con plantas vivas
T1 R1 17
R2 17
R3 17
T2 R1 15
R2 17
R3 20
T3 R1 20
R2 18
R3 18
T4 R1 19
R2 16
R3 15
TS5 R1 19
R2 18
R3 20
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Tabla 2. Matriz de los coeficientes de correlacion (r) de Pearson y significancia (p< 0,05)
de la correlacion lineal entre las variables de las propiedades bioldgicas (UFCs, actividad
enzimatica de la ureasa y B-glucosidasa) y las variables de crecimiento aéreo (masa seca
y altura de plantas) de la plantas de lechuga y morfoldgicas de las raices (largo de raices,
area superficial, volumen de raices y numero de puntas) de éstas, con un n de datos de 15

y 150, respectivamente.

L1 L2 AS1  AS2 Vi V2 NP1 NP2  Alturade plantas MS aérea  B-glucosidasa Ureasa UFCs

L1 0,37* 0,89* 0,34* 0,64* 0,24* 046* 0,29* 0,07 ns 0,34 * -0,02 ns 0,50 ns -0,15 ns

L2 0,66* 099* 040* 0,76* 0,02ns 0,50 * 0,08 ns 0,34 * 0,54 * 0,12 ns -0,05 ns

AS1 0,61* 0,70* 044* 025* 0,50* 0,05 ns 0,41 * 0,17 ns 0,38 ns -0,07 ns

AS2 0,36* 0,82* 0,03ns 0,46 * 0,09 ns 0,33 * 0,49 ns 0,12 ns -0,04 ns

Vi 029* 019* 030* -2,0x10™ ns 0,22 * 0,25 ns 0,41 ns 0,01ns

V2 0,04ns 0,35* 0,08 ns 0,23 * 0,56 * 0,31 ns -0,07 ns

NP1 0,12 ns 0,03 ns -0,05 ns 0,04 ns 0,55* 0,01 ns

NP2 -0,02 ns 0,16ns 0,17 ns -0,09 ns -0,10ns

Altura plantas 0,19 * -0,25ns -0,09 ns 0,48 ns

MS aérea 0,05 ns -0,24 ns -0,13 ns

B-glucosidasa 0,07 ns -0,18 ns

Ureasa 0,09 ns
UFCs

La significancia de las correlaciones se
correspondiendo ‘‘ns’’ a no significativo.

midi6 a partir de un nivel de significancia con un p<0,05 (*),

Tabla 3. Matriz de los coeficientes de correlacion (r) de Spearman y significancia (p<
0,05) de la correlacion lineal entre las variables de las propiedades bioldgicas (UFCs,
actividad enzimatica de la ureasa y B-glucosidasa) y las variables de crecimiento aéreo
(masa seca y altura de plantas) de la plantas de lechuga y morfoldgicas de las raices (largo
de raices, area superficial, volumen de raices y numero de puntas) de éstas, con un n=15.

L1 L2 AS1  AS2 V1 V2 NP1 NP2  Alturade plantas MS aérea  B-glucosidasa Ureasa UFCs

L1 0,35ns 0,72* 0,43ns 0,54* 0,44ns 0,36 ns 0,49 ns 0,35 ns 0,49 ns 0,28 ns -0,10 ns 0,05 ns

L2 0,82* 0,83* 091* 0,95* -0,15ns 0,75* 0,06 ns 0,71 * 0,30 ns 0,06 ns 0,14 ns

AS1 065* 095* 081* 002ns 0,88* 0,28 ns 0,72 * 0,44 ns 0,18 ns 0,02 ns

AS2 0,63* 0,93* -0,01ns 0,53 * 0,12 ns 0,61 * 0,02 ns -0,24 ns 0,19 ns

V1 0,83* -0,08ns 0,87 * 0,20 ns 0,74 * 0,44 ns 0,23 ns 0,08 ns

V2 -0,10ns 0,70 * 0,09 ns 0,72* 0,20 ns -0,07 ns 0,18ns

NP1 0,20 ns 0,14 ns -0,14 ns 0,09 ns -0,63ns -0,36 ns

NP2 0,19 ns 0,63 * 0,45 ns 0,14 ns -0,07 ns

Altura plantas 0,38 ns 0,40 ns -0,14 ns -0,21 ns

MS aérea 0,37 ns 0,13 ns 0,07 ns

B-glucosidasa 0,15 ns -0,18 ns

Ureasa 0,14 ns
UFCs

La significancia de las correlaciones se
correspondiendo ‘‘ns’’ a no significativo.

midi6 a partir de un nivel de significancia con un p<0,05 (*),
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Tabla 4. Valores medios de la evaluacion de pH y CE de los material organicos e
inorganicos que iban a ser seleccionados para el preparacion de los sustratos.

Conductividad eléctrica

Material organico pH
(dS/m)
Compost (Marca Rosario) 8,5 3,3
Compost (Marca Anasac)® 8,0 1,9
Biocarbon (Marca 9,0 0,8
Chackrana)
Biocarbon preparado 9,1 0,5
internamente!

Turba 6,2 0,3

Material inorganico
Perlita 7,6 0,03

! Materiales elegidos para la preparacion de los sustratos (tratamientos).
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